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Die Spurenelemente Cu, Mn, Mo und Co sind in der Leber charakteristisch auf die Zellfraktionen, Kerne, Mitochondrien, Mikrosomen
und Cytoplasma, verteilt. Bei den einzelnen Spurenelementen sind der Gehalt und die Verteilung nach Adrenalektomie in unterschied-
licher Weise geändert. Der nach Adrenalektomie erhöhte Cu-Gehalt der Leber wird durch Cortison normalisiert.
Die untersuchten Spurenelemente werden im Cytoplasma zumeist an drei Fraktionen von Proteinen gebunden. Diese haben ein Mol-
gewicht von etwa 120 000, 30 000 und 9 000. Die Verteilung der Metallionen auf die Proteinfraktionen weist eine typische Zeitab-
hängigkeit auf, die durch den intrazellulären turnover der Spurenelemente bedingt ist. Durch vergleichende Inkubation von Cytoplasma
mit radioaktiven Spurenelementen in vitro wurde wahrscheinlich gemacht, daß einige Spurenelemente bei der Synthese ihrer Bindungs-
proteine irreversibel eingebaut werden. Für die Bindungsproteine wird eine Speicher- und Schutzfunktion diskutiert.
Nach Zugabe von radioaktiven Spurenelementen zu Serum und dessen elektrophoretischer Auftrennung wurden Co im Albumin,
Mn im ß-Globulin (Transferrin), Zn im o^-Globulin und Cr im -Globulin und 0-Globulin (Transferrin) gefunden. Nach Adrenalekto-
mie war der Gehalt an Cu, Mn und Cr im Serum erhöht, der an Mo erniedrigt.
Biochemistry of the trace elements Zn, Cu, Mn, Cr and Co: Distribution, binding and regulation by adrenal hormones
In the liver, the trace elements Cu, Mn, Mo and Co show a characteristic distribution between nucleus, mitochondria, microsomes and
cytoplasm. The concentration and distribution of each trace element show specific changes after adrenalectomy. The increase in the
concentration of Cu in the liver after adrenalectomy is normalized by cortisone.
In the cytoplasm, the trace elements are bound by, at the most, three different protein fractions: molecular weights approximately
120 000, 30 000 and 9 000. The distribution of the metal ions amongst these protein fractions shows a typical time dependence,
which results from the intracellular turnover of the trace elements. From comparative incubations of cytoplasm with radioactive trace
elements in vitro, it seems likely that some trace elements become irreversibly incorporated during the synthesis of their binding pro-
teins. A storage and protection function is suggested for the binding proteins.
After the addition of radioactive trace elements to serum and electrophoretic separation, Co was bound in the albumin fraction, Mn
in the 0-globulin (transferrin), Zn in the ^-globulin and Cr in the -globulin and 0-globulin (transferrin). After adrenalectomy, the
concentrations of Cu, Mn and Cr in the serum were increased, and Mo was decreased.
Spurenelemente wurden in zunehmendem Maße als Be-
standteile von Enzymen identifiziert (1,2). Dies dürfte
ihre wesentliche biologische Funktion sein.
Der Gehalt an Spurenelementen in einem Organ ist je-
doch höher als sich durch ihr Vorkommen in Enzymen
erklären läßt. Vom Zn z. B. sind nicht mehr als 5 % in
Enzymen (Dehydrogenasen, Carboanhydrase, alkalisehe
Phosphatase) enthalten (3). Der Rest ist wegen der
guten chelatbildenden Eigenschaften dieser Elemente
in der Zelle gebunden, z. B. an Proteine. Deshalb fuhrt
wahrscheinlich Zn-arme Ernährung auch kaum zu einer
Aktivitätsabnahme Zn-enthaltender Enzyme (4). Der
Transport der resorbierten Spurenelemente erfolgt im
Plasma ebenfalls nach Bindung an Proteine, wobei für
die verschiedenen Elemente unterschiedliche Transport-
Proteine verwendet werden. Nach ihrem Transport
durch die Zellmembran werden radioaktiv markierte
Spurenelemente wie 67Cu, 6SZn (oder 109Cd) (5-8)
an Proteine gebunden und von diesen später in andere
Bindungsproteine des Cytoplasmas überführt. Zusätz-
lich werden die Spurenelemente in den übrigen Zellor-
ganellen (Kern, Mitochondrien und Mikrosomen) ge-
bunden, in denen sie je nach Element und Zellfraktion
in unterschiedlicher Menge nachweisbar sind (9).
Die Spurenelemente des Organismus befinden sich
offenbar in einem regulierbaren dynamischen Gleich-
gewicht, denn der Zn-Gehalt der Leber z. B. ist nach
Adrenalektomie erhöht und wird durch Glucocorticoide
wieder normalisiert (10).
Durch die Entwicklung der Atomabsorptionsspektro-
photometrie (Graphitrohrküvette) ist die Nachweis-
grenze erheblich gesenkt worden, so daß wir unsere frühe-
ren Untersuchungen am Zn (10) auf weitere Spuren-
elemente, die in geringerer Konzentration vorkommen,
ausdehnen konnten.
Es wurde damit auch möglich, die Verteilung von
Spurenelementen auf die Zellorganellen zu bestimmen.
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Zur weiteren Aufschlüsselung der Verteilung wurden
die mit radioaktiven Spurenelementen markierten Pro-
teine des Cytoplasmas aufgetrennt.
Im einzelnen wurden bestimmt:
1. Gehalt im Organ















Mn - Mo - Co Zn
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Mn - - - Co Zn
- - Cr Co Zn
Methodik
-Die Versuche wurden mit 200-250 g schweren Wistarratten
durchgeführt, die Altromin und Leitungswasser ad libitum er-
hielten. Die Ratten wurden in Äthernarkose transabdominell
adrenalektomiert. Je 6 der adrenalektomierten Tiere wurden
mit 5 Mg />, /,-Aldosteronacetat/Tag bzw. 8 mg Cortisonacetat/
Tag - insgesamt 7 Tage lang - substituiert.
Die Vorbehandlung der Tiere, die Entnahme und Gefriertrock-
nung der Organe wurde früher ausfuhrlich beschrieben (11). Bei
Vorbehandlung mit Cd2+ wurden den Tieren 24 h vor dem Ver-
such (Injektion der Radionuklide) 22 /kg Gewicht CdCl2
in l ml 9 g/l NaCl i. p. injiziert.
Veraschung
Je nach Gehalt wurden 4-280 mg vom Trockenpulver der Or-
gane oder Zellfraktionen bzw. bei Mn, Mo und Cr 10-70 mg ge-
friergetrocknetes Serum von Tieren, denen keine Radionuklide
injiziert worden waren, in Durangläsern (012 mm, Höhe 10 mm)
bei 300-400 Watt und l Torr O2 12 h lang im low temperature
asher 505 der Firma Tracerlab verascht. Der Rückstand wurde
in 0,1 mol/1 HC1 aufgenommen.
Atomabsorptionsspektrophotometrie
Die quantitative Bestimmung der Spurenelemente wurde mit
dem Gerät der Firma Perkin-Elmer, Modell 300, mit Graphit-
rohrküvette und Deuterrumkompensator durchgeführt.
Die eingebrachten Proben (10-50 ) wurden bei 100° C für
20-50 s getrocknet und bei 1000° C für 60-90 s thermisch zer-
setzt.
Die Atomisierung erfolgte bei der Bestimmung von Co, Cr, Cu
und Mn bei etwa 2400° C und bei der Bestimmung von Mo bei
etwa2500°C.
Die verwendeten Wellenlängen waren bei Co 240,7 nm, Cr 357, 8
nm, Cu 324,7 nm, Mn 279,5 nm und Mo 313,3 nm. Die Eich-
lösungen wurden aus p. a.-Reagenzien in 0,1 mol/1 HCl.hergestellt.
Z ellfraktio nieru ng
Zur Zeilfraktionierung wurde ein lOpioz. Homogenat der frisch
entnommenen Lebern in gekühlter 0,25 mol/1 Saccharose
nach Schneider und Hogeboom (12) fraktioniert zentrifugiert,
jeweils einmal gewaschen und gefriergetrocknet. Der Gehalt an
Spurenelementen wurde auf den Proteingehalt der Zellfraktio-
nen bezogen, der nach Kjehldahl bestimmt wurde.
Gelfiltration
Zur Untersuchung des Verhaltens der Spurenelemente im
Cytoplasma wurden die Radionuklide in neutraler, isotoner
NaCl-Lösung intravenös injiziert. (Dosierung s. Tab. 1.) 30 min
und 24 h p. i. wurden den Tieren in Äthernarkose Blut zur
Serumgewinnung und die Leber entnommen. Die Leber wurde
in 0,25 mol/1 Saccharose homogenisiert und die Überstands-
fraktion durch 60 min. Zentiifugieren bei 100 000 g gewonnen.
Parallel hierzu wurde die Überstandsfraktion von normalen Rat-
ten, denen keine Radionuklide injiziert wurden, 60 min bei
37° C mit trägerfreiem Radionuklid gemäß Tabelle l unter
Schütteln inkubiert.
Jeweüs l ml dieser Überstandsfraktiorien wurde auf einer Säule
(Firma Pharmacia, 92 cm X 1,8 cm, Vo = 60,4 ml), die mit
Sephadex G 100 gefüllt war, mit 0,05 mol/1 Tris Cl, pH 7,5 in 0,1
mol/1 NaCl bei Raumtemperatur (22°) getrennt. Die Durch-
flußgeschwindigkeit betrug 0,2 ml/min. Fraktionen zu je 2 ml
wurden aufgefangen.
In diesen Fraktionen wurde die Radioaktivität im NaJ-Bohrlpch-
Kristall (Firma Frieseke-Berthold) und der Proteingehalt photo-
metrisch bei 278 nm gemessen.
Serumelektrophorese
Serum von normalen und adrenalektomierten Ratten wurde
60 min bei 25° C mit 50 MCi/ml des trägerfreien Rädionuklids
geschüttelt. Die Trennung der Serumproteine erfolgte auf Cel-
luloseacetatmembranen in 0*07 mol/1 Veronalpuffer pH 8,6 bei
einer Spannung von 200 V. Die Elektrophorese wurde beendet,
wenn die Albuminfraktion etwa 8 cm gewandert war. Die
Radioaktivität der Elektropherogramme wurde im Dünnschicht-
scanner der Firma Frieseke und Berthold ausgemessen. Die
Proteinbanden wurden zum Vergleich mit Ponceau S angefärbt
und photo metriert.
Ergebnisse und Diskussion
Einfluß der Nebennierenrinde auf den Gehalt an
Cu, Mn, Mo und Cr in Leber; Muskel und Seraum
(Tab. 2)
Wie früher (10) beim Zri gefunden, wird auch der Ge-
halt an Cu in der Muskulatur von der Nebennierenrinde
nicht beeinflußt. In der Leber dagegen sind der Zn- und
Cu-Gehalt nach Adrenalektorriie erhöht. Substitution
mit Cortison, nicht aber mit Aldosteron, bewirkt ihre
Tab. 1. Verwendete Radionuklide und deren Dosierung.
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Tab. 2. Wirkung von Nebennierenrinden-Hormonen auf den Gehalt an Mn, Cu, Mo und Cr in Leber, Muskel und Serum von je 6 Ratten.
Mittelwert ± mittlerer Fehler des Mittelwertes.
Leber
Mn Cu Mo Cr
Muskel



















































































Normalisierung. Diese gleichsinnige Beeinflussung von
Zn und Cu mag darauf beruhen, daß beide Elemente im
Cytoplasma der Leberzelle z. T. von den gleichen Pro-
teinen gebunden werden können (s. unten). Für Metal-
lothionein ist dies erwiesen (7, 13,14).
Mn wird in Leber und Muskel durch Nebennierenrinden-
Hormone beeinflußt, die Veränderungen im Skelett-
muskel sind jedoch geringer. Nach Adrenalektomie ist
der Gehalt an Mn intrazellulär erniedrigt und wird
weder durch Aldosteron noch durch Cortison allein in
der gewählten Dosierung normalisiert. Der Gehalt an
Mo und Cr ist nach Adrenalektomie unverändert.
Der Gehalt an Mo wird aber durch Cortison, der an Cr
durch Aldosteron gesenkt. Dies könnte auf unphysio-
logischer Dosierung beruhen.
Im Serum war nach Adrenalektomie der Gehalt an Mn,
Cu und Cr angestiegen, der an Mo gesunken. Der Co-
Gehalt war so niedrig, daß er nicht exakt meßbar war.
Cu und Zn verhalten sich demnach im Serum im Gegen-
satz zur Leber nicht gleichartig. Dies ist wahrscheinlich
darauf zurückzuführen, daß Zn und Cu im Serum an
verschiedene Bindungsproteine gebunden werden. Zn
wird an ein a2-Globulin (15), Cu an Caeruloplasmin (1)
und Transferrin (ßi-Globulin) (16) gebunden.
Offen bleibt, ob die von Nebennierenrinden-Hormonen
abhängige Verteilung der Spurenelemente zwischen
Intrazellulärraum und Serum durch einen geänderten
Gehalt an Bindungsproteinen in diesen Räumen bedingt
ist, oder ob der Transport der Spurenelemente in die
Zelle und heraus durch Hormone beeinflußt wird.
Intrazelluläre Verteilung bei normalen und adre-
nalektomierten Ratten
Um zu sehen, in welcher Zellfraktion eine Änderung
des Gehalts an Spurenelementen erfolgt, untersuchten
wir ihre subzelluläre Verteilung (Tab. 3). Die Zunahme
Tab. 3. Subzelluläre Verteilung von Mn, Cu, Mo und Co in den Lebern von normalen und adrenalektomierten Ratten.
Mittelwert ± mittlerer Fehler des Mittelwertes von jeweils Fraktionierungen.
Normale Tiere
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des Cu-Gehalts nach Adrenalektomie, die auch von
anderen gefunden wurde (17), ist auf eine Zunahme des
Cu im Cytoplasma zurückzuführen. Diese ist so-hoch,
daß die Abnahme des Cu in den Mitochondrien über-
kompensiert wird.
Die Abnahme des Mn-Gehalts erstreckt sich auf die
Kerne» Mikrosomen und besonders die Mitochondrien.
Der Gehalt an Mo im Gesamtorgan bleibt zwar konstant,
es gibt aber innerhalb der Zellfraktionen Verschiebun-
gen. Der Mo-Gehalt in den Kernen und Mikrosomen
nimmt zu, in Mitochondrien und Cytoplasma nimmt
er ab.
Der Gehalt an Co nimmt nach Adrenalektomie zu.
Diese Zunahme zeigt sich an den Kernen und Mikrosomen
und in besonders hohem Maße an den Mitochondrien,
nicht aber im Cytoplasma.
Jedes der Elemente zeigt also eine charakteristische
Verteilung auf die Zellfraktionen. Diese sind bei nor-
malen Ratten von Thiers und Vallee (9) für Cu und Mn
ermittelt worden. Unsere entsprechenden Werte für Mn
stimmen mit diesen gut überein. Beim Cu ist die Über-
einstimmung weniger gut. Tabelle 3 zeigt, daß von Cu,
Mo und Co ein beträchtlicher Teil im Cytoplasma liegt.
Vom Mn wird nur wenig im Cytoplasma und ein großer
Teil in den Kernen und Mitochondrien gefunden. Dies
läßt sich mit der starken Komplexbindung des Mn an
Nucleinsäuren (17) und dem aktiven Transport von Mn
in Mitochoadrien (18) erklären. Darüberhinaus gibt es
für einzelne Elemente in den verschiedenen Zellfraktio-
neu spezielle Bindungsproteine, für Cu, z. B. Hepatocu-
prein, Mitochondrocuprein und MetaQothionein (19).
Neben derartigen» unterschiedlich lokalisierten intrazel-
lulären Metalloproteinen gibt es noch unterschiedlich
auf die Zellfraktionen verteilte Metalloenzyme. Ihre
Menge und ihr Beitrag zum spezifischen Verteilungs-
muster muß noch bestimmt werden.
Eine Änderung im Gesamtgehalt eines Spurenelements
geht nur mit dem Gehalt in den Zellkernen parallel. Dies
ist mit Komplexbüdung an Nucleinsäuren erklärbar. In
den anderen Zellfraktionen findet man keine gleichsinni-
gen Veränderungen. Die Nebennierenrinden-Hormone
haben hier bei den einzelnen Elementen einen unter-
schiedlichen Effekt. An den Mitochondrien waren die
Veränderungen am stärksten.
Verhalten der Spurenelemente im Cytoplasma
nach i. v, Injektion radioaktiver Nuklide
Wir haben uns wegen der einfachen Gewinnung und
des nativen Zustandes der gelösten Bindungsproteine
auf die Überstandsfraktion (Cytoplasma) beschränkt.
Eine komplette Analyse der Wirkung der Nebennieren-
rinden-Hormone, die alle Zeüorganellen umfaßt, ist des-
halb nicht möglich.
Owen (19) fand 30 min nach l v. Injektion von 67Cu im
Cytoplasma 3 Cu-Proteine mit einem Molgewicht von
150 000,31 000 und 11 000. Das Verhältnis ihrer
67Cu-Aktivität verhielt sich 30 min p- i. wie: 21,0 : 37,6 :
41,5. 24 h nach der Injektion verhielt sich ihre 67Cu-
Aktivität wie 4,7 : 93,4 : 1,9. Nach Owen (19) könnte
es sich bei den 3 Proteinen um Caeruloplasmin, Hepa-
tocuprein und Metallothionein handeln. Das 67Cu des
MetaJlothionein könnte in Hepatocuprein übergehen.
Co verhielt sich in unseren Versuchen analog. 30 min p. i.
fanden wir 3 peaks..Durch Vergjeichsproteine mit be-
kanntem Molgewicht läßt sich für diese peaks ein Mol-
gewicht von 120 000,30 000 und 9 000 angeben. Sie
entsprechen also denen des Cu (19), stehen jedoch in
einer anderen quantitativen Relation zu einander.
Nach 24 h ist das 60Co ebenfalls fast nur noch im mitt-
leren peak enthalten.
Bei adrenalektomierten Tieren findet man qualitativ
das gleiche Verhalten. Die 60Co-Aktivität im nieder-
molekularen peak III ist jedoch 30 min p. i. relativ
höher als in peak I und II (Abb. l a).
30 min. p.i. ist 99Mo hauptsächlich im niedermolekula-
ren peak enthalten. Nach 24 h ist Mo praktisch nur noch
im hochmolekularen peak nachzuweisen.
Bei adrenalektomierten Ratten wird Mo ebenfalls von
peak III in peak I überführt. Peak II war jedoch weder
nach 30 min noch nach 24 h zu sehen. Da aber bereits
30 min p J. etwas Mo wie bei normalen Tieren in peak I
war, fehlt bei adrenalektomierten Tieren peak . Dieser
Effekt scheint spezifisch für Mo zu sein (Abb. l b).
30 min p.i. sind auch beim Mn 3 peaks zu sehen. Viel-
leicht existiert noch ein weiterer zwischen peak I und
II. Nach 24 h ist die 54Mn Aktivität hauptsächlich im
peak III mit dem niedrigsten Molgewicht enthalten.
Zwischen normalen und nebennierenlosen Tieren be-
stand kein qualitativer Unterschied (Abb. l c).
Im Cytoplasma der Leber sind verschiedene 65Zn ent-
haltene Fraktionen gefunden worden (8). Wir erhielten
bei der Gelfiltration ebenfalls 5 unterscheidbare 65Zn-
enthaltende Fraktionen. Das 6sZn-Spektrum unter-
scheidet sich jedoch wesentlich von den anderen Ele-
menten. Eine 6S Zn-Bindung in Proteinen mit niederem
Molgewicht um 10 000 erfolgt unter diesen Bedingun-
gen praktisch nicht. Dies wurde auch von anderen (8)
gefunden.
Nach 24 h ist die 65Zn-Aktivität aus den Fraktionen mit
dem höchsten Molgewicht in ein Protein mit einem Mol-
gewicht von etwa 20 000 übergegangen. Dieser Prozeß
scheint bei adienalektomierten Tieren verlangsamt (Abb.
Id).
Bindung radioaktiver Spurenelemente an Pro-
teine des Lebercytoplasma in vitro (Abb. 2).
Die zeitliche Veränderung des Aktivitätsspektrums bei
den verschiedenen Spurenelementen läßt den Schluß
zu, daß nach i. v. Injektion und der intrazellulären Auf-
nahme die Spurenelemente zunächst (reveisibel) an be-
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Abb. 1. Elutionsdiagramm des 100.000 ̂ -ÜberStandes von Leberhomogenaten normaler (links) und adrenalektomierter (rechts)
Ratten (Sephadex G 100). ·—· 30 min., — 24 h nach intravenöser Injektion der Radionuklide.
Einzelheiten s. Methodik.
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Abb. 2. Elutionsdiagramm des 100.000 ̂ -Überstandes von Leber-
homogenaten normaler Ratten. Die Überstände wurden
l h bei 37 °C mit den verschiedenen Radionukliden ge-
schüttelt und getrennt.
stimmte Proteine gebunden werden. Danach werden die
Metalle aus diesen Proteinen (irreversibel) in andere
Proteine eingebaut, was wahrscheinlich während der
Biosynthese dieser Proteine erfolgt. Zur Überprüfung
haben wir Leberhomogenat-Überstand mit radioaktiven
Spurenelementen 60 min bei 37° C geschüttelt und in
gleicher Weise fraktioniert.
Es zeigt sich, daß 60Co nur in peak I und III gebunden
wird (Abb. 2 a). Die in vivo nach 24 h ausschließlich in
peak II gefundene Aktivität könnte also bei der Synthese
dieses Proteins eingebaut worden sein. (Oder 60Co wird,
was wenig wahrscheinlich ist, nur mit extrem langsamer
Geschwindigkeit an das Protein im peak II angelagert. Da
die Radionuklide trägerfrei injiziert wurden, ändern sich
die intrazellulären Konzentrationen nicht. Eine höhere
Komplexbildungskonstante des Bindungsproteins im
peak II scheidet als Ursache aus, die Aktivität wäre in
diesem Falle sofort im peak II erschienen).
Für 65Zn läßt sich das gleiche ableiten (Abb. 2b). In
vitro zugegebenes 65Zn wird hauptsächlich an hochmole-
kulare Proteine gebunden. Die in vivo erst später auftre*
tende 65Zn-Aktivität in einem Protein mit 20 000 Dalton
könnte demnach auch erst bei dessen Biosynthese einge-
baut worden sein.
Die nach Injektion von 51Cr im Cytoplasma nachweis^
bare 51Cr-Aktivität war sehr gering (wahrscheinlich
wegen der hohen 51Cr-Bindüng an Erythrocyten), so
daß die 51Cr-Verteilung deshalb nur nach in vitro-Zugabe
untersucht wurde (Abb. 2c). Dabei zeigte sich das
gleiche Muster wie bei 60Co.
Nach 54Mn-Zugabe zur Überstandsfraktion erhält man
das gleiche Aktivitätsmuster wie 30 min p.i. (Abb. 2d).
Da alle peaks sofort vorhanden sind, besonders peak III,
der 24 h p.i. fast die gesamte Aktivität enthält, scheint
das Verschwinden von peak I und II 24 h p.i.auf einer
Ausscheidung von 54Mn zu beruhen. Das Zurückbleiben
der Aktivität in peak III ließe sich mit einer höheren
Mn-Komplexbildungskonstanten und einem irreversiblen
Einbau von 54Mn bei der Synthese eines Proteins erklären.
Bindung von Spurenelementen bei Cd-behandel-
ten Tieren (Abb. 3)
Ein metallbindendes Protein kann durch Injektion von
CdCl2 induziert werden (7). Bei Cd-behandelten Ratten
findet man bereits 30 min p.i.einen höheren Teil der
cytoplasmatischen 65Zn-Aktivität in einem Protein mit
mittlerem Molgewicht (Abb. 3 a). Dieses Protein nahm
bei in vitro-Inkubation mit 65Zn keine Aktivität auf,
d. h. 65Zn wir£ wahrscheinlich nur bei der Synthese
dieses Proteins eingebaut. Aus dem schnellen 6sZn-Ein-
bau in diese Fraktion nach Vorbehandlung mit Cd kann
man schließen, daß dieses Protein jetzt eine höhere Syn-
theserate aufweist.
Bei Cd-behandelten Tieren ist die 60Co-Aktivität 30 min
p.i. sehr niedrig (Abb. 3b), was auf eine durch Cd ge-
hemmte intrazelluläre Aufnahme hinweist. Nach 24 h
ist ein wesentlich höherer Anteil als bei normalen Tieren
im Protein mit mittlerem Molgewicht eingebaut. Daraus
kann ebenfalls auf eine vermehrte Synthese dieses Pro-
teins geschlossen werden.
Die 54Mn-Bindung an Proteine ist bei Cd-behandelten
Tieren unverändert (Abb. 3 c). Die am Mn-turnover be-
teiligten Proteine scheinen demnach durch Cd nicht
induziert zu werden.
Ein Elutionsdiagramm der cytoplasmatischen Proteine
von Rattenleber zum Vergleich mit den Abbildungen
1-3 enthält die Abbildung 4.
Zur Funktion der cytoplasmatischen Bindungs-
proteine
Über Bindungsart und Wertigkeit der Spurenelemente in
diesen Bindungsproteinen läßt sich nichts aussägen.
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Abb. 3. Elutionsdiagramm des 100.000 ̂ -Überstandes von Leber-
homogenaten Cd-behandelter Ratten. Den Tieren wurde
24 h vor der i. v.-Injektion der radioaktiven Spurenele-
mente 22 CdCl2/kg i. p. injiziert. ·—o 30 min,







Abb. 4. Elutionsdiagramm des 100.000 ̂ -ÜberStandes eines
Rattenleberhomogenates. Extinktionsmessung bei
278 nm.
Die Struktur und Spezifität dieser Proteine sind eben-
falls noch ungeklärt. Wegen der hohen Komplexbildungs-
konstanten dieser Spurenelemente und der Existenz
spezieller Bindungsproteine ist anzunehmen, daß diese
Spurenelemente, wie fur Zn bereits gezeigt (3), praktisch
ausschließlich in gebundener Form vorliegen. Die Kon-
zentration der freien Ionen, die im Gleichgewicht mit
dem Chelat vorliegen müssen, ist wegen der Größe der
Komplexbildungskonstanten praktisch zu vernachlässi-
gen. Die quantitativen Zusammenhänge werden bei den
Bindungsproteinen (X), die das Metallion (M) reversibel
binden können, analog der Henderson-Hasselbalch-Glei-
chung pM = pK + log -2£- beschrieben, wobei pM der
negative Logarithmus der Metallionenaktivität (M), pK
der negative Logarithmus der Dissoziationskonstanten
K und MX die Konzentration des Chelats ist. Die Än-
derung der Konzentration eines Spurenelements in
einer Zellfraktion kommt daher praktisch nur durch Zu-
oder Abnahme von MX zustande. Als Ursache käme
eine Änderung des pM oder eine Änderung des Gehalts
von X in Frage. Eine Abnahme des pM ist möglich
durch Mangel oder Verlust, eine Zunahme des pM durch
Überangebot (Vergiftung).
Der Gehalt an Bindungsproteinen (X) wäre durch Induk-
tion oder Repression zu ändern. Auf diese Weise könnten
die Nebennierenrinden-Hormone wirksam werden.
Daß Nebennierenrinden-Hormone derartige Wirkungen
entfalten können, ist bekannt. Darüberhinaus könnte
auch die Änderung des pM, wie im Fall einer Injektion
von Zn (oder Cd), nicht aber z. B. von Co oder Ni (7),
die Synthese eines bestimmten Bindungsproteins indu-
zieren.
Den intrazellulären Bindungsproteinen könnte eine
Funktion beim Transport von Metallionen innerhalb
der Zelle und als Speicher für Metallionen zukommen.
Aus dem Speicher könnte ihr Einbau in Enzyme erfolgen,
indem das Speicherprotein, welches das Metallion in
nicht austauschbarer Form enthält, (in regulierbarer
Weise) abgebaut wird. Durch die Bindung an spezielle
Bindungsproteine könnte gleichzeitig eine Schutzfunktion
ausgeübt werden, indem andere Enzymproteine mit
wirksamen SH-Gruppen vor einer Inhibierung durch
diese Metallionen geschützt werden. Die Induktion
Metallionen-bindender Proteine nach Zufuhr größerer
Mengen Zn oder Cd würde sich hier sinnvoll einordnen.
Radionuklide im Serum (Abb. 5)
Bereits 30 min nach i.v. Injektion war soviel 54Mn und
65Zn in die Organe aufgenommen worden, daß auf dem
Elektropherogramm des Serums kaum noch Radioakti-
vität vorhanden war. Die sehr schnelle Aufnahme von
65Zn in Leber und Niere nach i.v. Injektion hatten wir
schon in früheren Versuchen gefunden (10). Die Bin- .
düng der Radionuklide an die elektrophoretisch trenn-
baren Serumproteine wurde deshalb nach in vitro-Zugabe
der Nuklide untersucht. Lediglich nach i.v. Injektion
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Abb. 5. Radio-Elektropherogramme von Rattenserum, das
60 min bei 25 °C mit verschiedenen Radionukliden ge-
schüttelt wurde.
Serum von Normaltieren
Serum von adrenalektomierten Tieren
ES78 nm: Photometrische Auswertung der Elektrophorese-
streifen nach Färbung mit Ponceau S.
von 60Co ließen sich noch Radio-Elektropherogramme
mit ausreichender Aktivität herstellen, die die gleiche Ver-
teilung der 60Co-Aktivität wie nach Zugabe in vitro er-
gaben. Das langsame Verschwinden von 60Co (aus dem
Serum-Albumin) stimmt überein mit einer langsameren
intrazellulären Aufnahme des 60Co im Vergleich zu
65Zn und 54Mn (nicht dargestellt).
65Zn befand sich in einer breiten Bande im Bereich des
a2-Globulins. Damit übereinstimmend hat Vallee (14)
ein a2-Globulin mit einem Zn-Gehalt von 400-700 Mg/g
isoliert, so daß es sich hierbei um das Zn-bindende Pro-
tein des Serums handeln kann. Der Ziyenthaltende peak
ist jedoch so breit, daß Zn auch im Traösferrin gebun-
den sein kann. Bei adrenalektomierten Tieren ergab
sich die gleiche Verteilung.
Bei normalen und adrenalektomierten Ratten war das
in vitro zugesetzte 54Mn nur ah Transferrin gebunden.
51Cr wird bei normalen und adrenalektomierten Tieren
an Transferrin und an -Globulin gebunden.
60Co wird bei beiden Versuchsgruppen hauptsächlich
im Albumin gefunden. Dariiberhinaus erscheint bei
adrenalektomierten Tiefen in geringer Menge eine Co-
bindende Fraktion in den jS-Globülinen, die nach ihrer
Lage Transferrin sein kann.
Nach Ergebnissen vonAisen et al (20) sind Mn, Co und
Cr als dreiwertige Kationen an Tyrosylreste unter Be-
teiligung von HCOä an das Apotransferrin gebunden.
Die Oxidation von Mn2+ zu Mn3+ erfolgt durch Luft-02.
Dies würde erklären, warum nach in vitro-Zugabe von
54Mn dieses im Transferrin erscheint. Das zugegebene
dreiwertige 51Cr könnte direkt an Transferrin angelagert
werden. Das schwer oxidierbare 60Co findet sich nach
in vitro-Zugabe im Albumin. Bei adrenalektomierten
Tieren ist nach i.v. Injektion etwas Co an Transferrin
gebunden. Co wird wahrscheinlich erst mit H2O2 in der
Zelle zu Co3+ oxidiert, bevor es an Transferrin gebunden
werden kann. Bei adrenalektomierten Tieren scheint
dieser Prozeß beschleunigt zu sein. Neben einer Bindung
des Co3+ an Transferrin ist Albumin als Transportpro-
tein für Co2+ anzusehen. In dieses Schema paßt das Ver-
halten des Zn2+, das nach in vitro-Zugabe im a2-Globulin
und nur in geringem Maße im Transferrin auftritt. Unter
bestimmten Bedingungen ist es auch möglich, in vitro
Zn2+ an isoliertes Transferrin zu binden (16), Vielleicht
sind hierzu strukturelle Änderungen am Transferrin
nötig. Cu ist sofort nach der Injektion an ein Serum-
Protein gebunden (5), wahrscheinlich Transferrin (16).
Erst eine Stunde p.i. beginnt in der Leber der Cu-Einbau
in Caendoplasmin (5), das danach im Serum erscheint.
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